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摘要 : 酚 氧 化 酶 是 黑色 素 合 成 和 昆虫 免疫 的 关键 酶 , 通常 以 无 活性 的 酚 氧 化 酶 原形 式 存在 。 为 给 黄粉 虫 Tenebrio 
molitor 遗传 分 化 和 免疫 防御 研究 提供 参考 , 本 研究 采用 PCR fü RACE 技术 克隆 了 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 幼虫 的 酚 
氧化 酶 原 基 因 Tm-ppo , 对 其 cDNA 序列 及 其 推导 的 氨基 酸 序列 进行 生物 信息 学 分 析 , OR SEIN SOIC FE E PCR 检测 
其 在 两 种 色 型 黄粉 虫 不 同 发 育 阶 段 mRNA 表达 水 平 上 的 动态 变化 。 结 果 表 明 : 从 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 中 克 
隆 出 的 两 个 Tm-ppo cDNA 序列 全 长 均 为 2 199 bp, 碱 基 序 列 一 致 性 为 99% , 包含 一 个 2 055 bp 的 开放 阅读 框 , 编 
码 684 个 氨基 酸 , 它们 的 编码 重 日 有 3 个 氨基 酸 差异 : 第 176 位 (P 一 A)、256 位 (V 一 A) 和 648 位 (I 一 M)。 这 两 
个 基因 分 别 被 命名 为 Tm-ppo-1 和 Tm-ppo-2 (GenBank 登录 号 分 别 为 JX987235 和 JX987234) , Tm-ppo-1 和 Tm-ppo-2 
编码 的 酚 氧 化 酶 原 异 构 体 蛋 日 (分 别 为 Tm-PPO-1 和 Tm-PPO-2) 存 在 一 个 可 能 的 酚 氧 化 酶 原水 解 活化 位 点 (Rs ~ 
F5 残 基 之 间 ) 和 一 个 双 铜 结合 中 心 ( 第 196 ~239 位 残 基 和 第 344 ~411 位 残 基 ) ; 同时 含有 一 个 类 似 斑 基本 区 域 的 
序列 (第 579 ~ 588 位 残 基 ) 及 一 个 C- 末 端 保守 基 序 (第 634 ~ 645 位 残 基 ) ; 但 它们 无 氨基 端 玖 水 信号 肽 序列 , 也 不 
存在 路 膜 区 域 。Tm-PPO-1 和 Tm-PPO-2 的 二 级 结构 由 大 量 的 -螺旋 、B- 折 堆 和 无 规则 卷曲 组 成 ; 三 级 结构 分 为 前 
导 域 (第 16 ~ 66 位 残 基 )、 不 相 邻 的 功能 域 [ (第 3 ~ 15 位 残 基 和 第 67 ~ 181 位 残 基 )、 功 能 域 开 (第 182 ~419 位 
残 基 ) 和 功能 域 亚 (第 420 ~ 679 位 残 基 )4 部 分 。 此 外 ,Tm-ppo-l 和 Tm-ppo-2 在 黄 、 爱 两 种 色 型 黄粉 虫 的 各 发 育 期 
均 有 表达 , 并 且 不 同 发 育 阶段 的 mRNA 表达 水 平 呈现 明显 的 变化 规律 : 幼虫 期 > 成 虫 期 > 晴 期 。 同 时 ， 环 境 温度 
对 Tm-ppo-1 和 Tm-ppo-2 的 mRNA 表达 具有 显著 影响 : 与 常温 对 照 组 (25 ~ 30°C ) 相 比 , 42°C 88% 24 h 和 48 h 的 两 
种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 、 晴 和 成 虫 的 mRNA 表达 量 明 显 下 调 。 相 同 试验 条 件 下 ,黑色 型 黄粉 虫 幼 虫 和 成 虫 的 Tm-ppo-2 
mRNA 表达 量 明 显 高 于 黄色 型 幼虫 和 成 虫 的 Tm-ppo-1 mRNA 表达 量 , 但 两 种 色 型 黄粉 虫 蚂 的 Tm-ppo 异 构 体 表达 
量 无 显著 差异 。 本 研究 为 进一步 探讨 黄粉 虫 的 遗传 分 化 和 免疫 防御 提供 了 有 益 参 考 。 

关键 词 : 黄粉 虫 ; 色 型 ; 酚 氧 化 酶 原 ; ASMA, 生物 信息 学 ; mRNA 表达 

中 图 分 类 号 : Q966 ”文献 标识 码 : A ”文章 编号 : 0454-6296(2013)06-0594-11 

Cloning, bioinformatic analysis and expression profiling of the 
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Abstract: Phenoloxidase is the key enzyme of melanin synthesis and insect immunity, usually existing in 
the form of prophenoloxidase. In order to study the genetic differentiation and immune defense, a 
prophenoloxidase gene Tm-ppo was cloned from the larvae of yellow- and black-color varieties of Tenebrio 
molitor , bioinformatics of the cDNA and the encoded amino acid sequence of Tm-ppo was analyzed, and 
the mRNA levels in different developmental stages of the two varieties were examined by PCR, RACE and 
real-time quantitative PCR. The results showed that the full cDNA sequences of Tm-ppo cloned from the 
yellow- and black-color varieties of T. molitor are both 2 199 bp in length. Their base sequence identity 
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is 99%. Both contain a 2 055 bp open reading frame encoding 684 amino acid residues. Because of three 
amino acid variation ( P,—A,4,, Vase A55 and 14,— M444,) existing between the two proteins encoded 
by the two cDNA sequences, they were considered two isoforms of Tm-ppo, i. e., Tm-ppo-1 ( GenBank 
accession number: JX987235) and Tm-ppo-2 (GenBank accession number: JX987234 ) , respectively. 
Both prophenoloxidase protein isoforms ( Tm-PPO-1 and Tm-PPO-2) encoded by Tm-ppo-1 and Tm-ppo-2 
have a possible prophenoloxidase proteolytic activation site located between the amino acid residues of R,, 
and F;,, and a di-copper binding centre appearing at residues of 196 — 239 and residues of 344 - 411, 
respectively. In addition, they contain a thiol ester region-like motif ( residues of 579 — 588) and a C- 
terminal conserved motif ( residues of 634 —645). But they have neither a hydrophobic N-terminal signal 
sequence nor a transmembrane domain. The secondary structure of Tm-PPO-1 and Tm-PPO-2 consists of 
many alpha helices, beta sheets and random coils, and their tertiary structure can be divided into 4 
functional domains: the pro-region (residues of 16 — 66) , the noncontiguous domain [ (residues of 3 - 
15 and 67 - 181), domain Il (residues of 182 - 419) and domain Il (residues of 420 - 679). 
Transcripts of Tm-ppo-1 and Tm-ppo-2 were evidently present in every developmental stage of the yellow- 
and black-color varieties of T. molitor and the mRNA levels in each stage varied in the descending order 
of larval stage » adult stage » pupal stage. Environmental temperature had a significant effect on the 
mRNA expression of Tm-ppo-l and Tm-ppo-2. The mRNA levels were all down-regulated in larvae, 
pupae and adults of both color varieties with exposure to 42°C for 24 h and 48 h, compared with those in 
the control insects under 25 - 30°C. The Tm-ppo-2 mRNA level in larvae and adults of black-color variety 
was higher than the Tm-ppo-1 mRNA level in larvae and adults of yellow-color variety, while the mRNA 
expressed in pupae of both color varieties showed no significant difference under the same test conditions. 
This study may provide a useful reference to further inquire into genetic differentiation and immune 
defense in T. molitor. 
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酚 氧 化 酶 ( phenoloxidase ,PO ) 是 一 种 合 双 铜 结 
合 位 点 的 氧化 酶 , 具有 单 酚 氧化 酶 (monophenol 
oxidase, MPO) 和 二 酚 氧 化 酶 ( diphenol oxidase, 
DPO) WIE, 能 够 催化 酚 类 物质 氧化 为 多 巴 和 多 巴 
柄 ,， 柄 再 聚合 形成 黑色 素 ( 耶 超 彬 等 , 2004; 张 小 玉 
等 , 2006) 。PO 催化 合成 的 黑色 素 主要 参与 昆虫 表 
皮 便 化、 伤口 愈合 和 对 外 源 入 侵 物 的 防御 抵抗 ,在 
昆虫 的 变态 发 育 和 免疫 系统 中 发 挥 重 要 作用 
(Theopold et al., 2004). PO 以 无 活性 的 酚 氧 化 酶 
Ji ( prophenoloxidase, PPO) 存在 于 昆虫 的 体 壁 和 人 血 
ME, 外 源 入 侵 物 的 细胞 壁 成 分 B-1, 3-08] ACD. IK 
聚 糖 和 脂 多 糖 等 能 局 动 PPO 激活 系统 , 通过 丝氨酸 
A FREEZER Ie AKEH, 将 PPO 激活 为 有 
活性 的 PO(US MAS, 2010 ) 。 这 种 特殊 的 酶 活性 
调控 方式 既 能 有 效 抵御 病原 微生物 的 人 侵 ， 又 能 避 
免 正 常生 理 状态 下 过 度 活化 对 机 体 造 成 伤害 ( 张 小 
玉 等 , 2006) 。 现 已 分 离 出 多 种 与 PPO 激活 系统 有 
RAL IA Bl BE A (Kaneko et al., 2006; KIRS, 
2009). ZARE H MR] 3% ( Lee et al., 2002) , PO 
FAVE A (Lee et al., 2001) 和 黑 化 抑制 蛋白 (Zhao 


et al., 2005), 并 有 多 种 昆虫 PPO 基因 被 克隆 和 分 
Ar, 如 烟草 天 蛾 Manduca sexta (Hall et al., 1995 )、 
Rd uS Drosophila melanogaster, ZÆ Bombyx mori 
(Kawabata et al., 1995). X] EL ME T£ BL Anopheles 
gambiae (Lee et al., 1998). RRIF IX Aedes aegypti 
(Taft et al., 2001). PY 7j Æ RE Apis mellifera 
( Lourenço et al., 2005 ) Al AH 4 E Helicoverpa 
armigera ( 张 小 玉 等 ,2006 ) 等 。 

黄粉 虫 Tenebrio molitor 是 一 种 重要 的 资源 昆 
Hh. 在 现代 农业 ( 黄 球 等 , 2005)、 食 品 及 医药 保健 
(RISE, 2009) 等 领域 显示 出 广阔 的 开发 利用 前 
景 。 黄 粉 虫 种 内 不 同 个 体 间 体 壁 颜色 分 化 明显 , 而 
且 不 同色 型 黄粉 虫 的 生长 发 育 性 状 、 饲 料 利 用 效率 
(Huang et al., 2011), EBEN ( HERS, 20122), 
营养 价值 ( 黄 琢 等 ,2012c)、 抗 逆 性 及 PO [B] IE 
(EXE, 2012b) 均 表 现 出 明显 差异 。 由 于 PO 与 
昆虫 的 体 色 分 化 和 免疫 防御 密切 相关 ,黄粉 虫 PO 
的 研究 早已 引起 广泛 关注 。 但 目前 黄粉 虫 PO 研究 
主要 集中 在 其 生物 学 功能 (Lee et al., 1999), PO 活 
性 变化 ( 刘 守 柱 等 , 2009) . PPO 活性 调控 体系 (Kan 


596 昆虫 学 报 Acta Entomologica Sinica 56% 


et al., 2008) 和 PO 抑制 剂 ( 刘 守 柱 等 ,2007 ) 等 方 
面 , 关于 不 同色 型 黄粉 虫 PPO 基因 及 其 表达 的 差异 
尚未 见报 道 。 为 给 黄粉 虫 遗 传 分 化 和 免疫 防御 研究 
提供 参考 , 笔者 从 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 中 克 
隆 了 两 个 PPO 基因 cDNA 序列 ,对 该 序列 进行 了 生 
物 信息 学 分 析 , 进一步 研究 了 该 基因 在 两 种 色 型 黄 
粉 虫 不 同 发 育 阶 段 的 mRNA 水 平 上 表达 规律 。 


1 材料 与 万 法 


1.1 BAHR 

选 育 12 代 的 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 , 由 四 川 农 
业 大 学 条 林 保 护 学 实验 室 提供 。 饲 养 条 件 : 25 ~ 
30° ,相对 湿度 50% ~ 70% ， 目 然 散 射 光 , 饲料 主 
BN AK, WAN SRA S ese (A bh Ee a 
大 白菜 ) AVF 
1.2 主要 药品 与 试剂 

RNAiso Plus ( A RNA ER MR dx). Prime 
Script? RT Reagent Kit Perfect Real Time( 反 转录 试 
FE). 5'-Full RACE Kit, Multiplex PCR Assay Kit, 
高 保 真 酶 (Pyrobest@ DNA Polymerase), SYBR® 
Premix Ex Taq’ II ( Perfect Real Time). DNA 
Marker, JE TT ES Escherichia coli DH5a 感受 态 细胞 
AI pMD® 20-T Vector 均 为 大 连 TaKaRa 公司 产品 ， 
DNA BER EI NOT EIS A AXYGEN 公司 , 总 RNA 
纯化 试剂 盒 (RNeasy Minielute Cleanup Kit) JW A 
Qiagen AR], ERE LI ( DEPC) 、5- 涡 4- 毛 -3- 
风暴 -B-D- 半 乳糖 车 (X-gal)、 异 丙 基 -B-D- 硫 代 半 乳 
WE (PTG) MATA EA ( Amp) 为 Sigma 公司 产 
im, EDTA-Na, - 2H,0 为 Sanland 公司 产品 ，Tris 和 
琼脂 糖 为 Amresco 产品 ,核酸 染料 EB 购 目 生 工 生 
物 工程 (上 海 ) 有 限 公 司 , 其 余 试剂 为 国产 分 析 纯 。 
1.3 总 RNA 提取 

取 芮 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 60 d 幼虫 各 6 头 , UL 
R3 d 后 , 置 于 液 毛 中 迅速 研磨 成 粉 , 采用 RNAiso 
Plus 试剂 盒 , 提取 其 总 RNA. RNA 样品 用 1% 琼脂 
糖 凝 胶 电 泳 和 紫外 /可 兄 分 光 光 度 计 (DU8 800 
Spectrophometer, Beckman Coulter ) 检测 浓度 和 纯度 
后 ，-70% 保存 备用 。 
1.4 ”< 栈 氧 化 酶 原 基因 cDNA 核心 卢 段 的 克隆 与 序 
列 分 析 

取 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 总 RNA 各 1 pg, H 
Prime Script? RT Reagent Kit 反 转 录 合 成 第 一 链 
cDNA。 运 用 CODEHOP 4x fF TE C. Al 5 x8 H Eb n 


PPO 基因 ( GenBank & 53€ 5: AGC54940, NP _ 
001034522 和 BAC15603 ) 保 守 区 设计 一 对 简 并 引物 
P1AP2( 表 1)。 以 两 种 色 型 黄粉 虫 的 cDNA 第 一 链 
为 模板 ,用 简 并 引物 PI/P2 进行 PCR Psa. RH 
25 pL REPE ZR, ARE cDNA 模板 2.0 pL, 正 、 
反 回 引物 混合 液 (2 pmol/L) 2. 0 uL, Master Mix 
12.5 uL, KEK 8.5 uL, PCR 反应 程序 : 94°C 5 
min( 预 变性 ) ; 94?C 45 s( 热 变性 ), 50C 45 s (GR 
K), 72C 1 min( EAH), FE 35 (15%; 727 10 
min( 后 延伸 ) 。1% DRAB pa ra DK Me] PCR 产物 , H 
的 片段 经 切 胶 回收 后 连接 至 pMD20-T 载体 , 重组 
质粒 转化 人 DH5a 感受 态 细 盏 ,通过 蓝 日 斑 盘 选 和 
菌落 PCR 鉴定 出 阳性 克隆 , RAN TE REA EAE 
院 测序 。 将 测 得 的 cDNA 序列 用 BLAST 软件 进行 
同 源 性 分 析 ， 鉴定 其 是 否 为 PPO 基因 cDNA 片段 。 
1.5 5’ RACE 

在 获得 的 PPO 基因 cDNA 核心 片段 的 上 游 设 
计 5'RACE 特异 引物 GSP1/GSP2( #21), 其 余 引 物 
由 5 和 -Full RACE 试剂 盒 提 供 。 根 据 5'-Full RACE 
试剂 盒 说 明 书 ， 以 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 的 总 RNA 
为 模板 , 依次 进行 去 磅 酸化 “去 帽子 ” 连接 接头 
和 反 转 录 反 应 。 反 转录 结束 后 ， 再 依次 进行 外 侧 
PCR 和 内 侧 PCR 反应 。 外 侧 PCR 反应 体系 为 15 
uL， 其 中 含 反 转录 反应 液 1 uL, GSP1 (10 pmol/L) 
0.8 uL, S'RACE 24151 97 (10 wmol/L) 0. 8 uL, 
Master Mix 7.5 uL, KZK 4.9 uL, 4 MM] PCR 反应 
程序 : 94°C 3 min; 94°C 30 s, 55°C 30 s, 72°C 150 
s, 循环 35 次 ; 72°C 10 min, Pf] PCR 采用 50 uL 
反应 体系 ,其 中 含 外 侧 PCR 反应 液 2 pL, GSP2 
(10 pmol/L)2 uL, 5'RACE 内 侧 引 物 (10 pmol/L) 
2 uL, Master Mix 25 uL, Krk 19 uL, Al] PCR 
反应 程序 : 94°C 3 min; 94 30 s, 55% 30 s, 72% 
150 s, 循环 38 次 ; 72% 10 min, 1% 琼脂 糖 凝 胶 电 
泳 检 测 内 侧 PCR 产物 , 目的 片段 经 切 胶 回 收 后 连 
接 至 pMD20-T 载体 , 重组 质粒 转化 人 DH5a 感受 态 
细菌 , 通过 蓝 白斑 第 选 和 菌落 PCR 鉴定 出 阳性 克 
E, 送 深 圳 华 大 基因 研究 院 测序 。 
1.6 3’ RACE 

根据 获得 的 PPO 基因 cDNA 片段 ,设计 3’ 
RACE 引物 (包括 外 侧 引 物 P3, 接头 引物 PA, 内侧 
引物 PS am ie S| POH 1) uif; 3'RACE, BG 
以 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 总 RNA 为 模板 , 反 转 录 合 
成 第 一 链 cDNA。 然 后 以 第 一 链 cDNA 为 模板 进行 
外 侧 PCR 。 反 应 体系 1SpL: 含 cDNA 模板 2RL， 
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表 1 HALEF cDNA 克隆 与 mRNA 实时 定量 PCR 引物 
Table 1 Primers used for prophenoloxidase cDNA cloning and real-time quantitative PCR of its mRNA 


引物 名 称 Primer name 


引物 序列 Primer sequence (5' -3’) 


引物 用 途 Primer use 


P1 ATCAACCTGCACCA ( CT) TGGCA ( TC) TGGC 酚 氧 化 酶 原 cDNA 核心 序列 扩 增 
P2 GATGAACACGTGGCCCAT( AG) TT( GA) TG PCR of the prophenoloxidase cDNA core sequence 
GSP1 GTGGGTGAAGCGGACGAAGA 5’ RACE 外 侧 PCR Outer PCR of 5’ RACE 
GSP2 AACTTGGGGAAATACGCCTCT 5’ RACE 内 侧 PCR Inner PCR of 5’ RACE 
P3 TCTTCGTCCGCTTCACCC 3’ RACE 外 侧 PCR Outer PCR of 3’ RACE 
P4 GGAGATTAAGGGTAGGAGCTTTTTTTTTTTTTTTTTT 3’ RACE 接头 反应 Adaptor reaction of 3’ RACE 
P5 GAGAGGGGCAATCCGTGGT 3’ RACE 内 侧 PCR 
P6 GGAGATTAAGGGTAGGAGC Inner PCR of 3’ RACE 
P7 ATGGCCAGCAAGAAGAACATCCTCC 验证 全 长 的 特异 PCR 
P8 CTAATTACGTGATTTCGGCCTGACC Specific PCR to verify the complete sequence 
P9 GACTAGGGTTCGATTCC 
P10 TTCCTTGGATGTGGTAGC 实时 定量 PCR 
P11 CCAACACTTTGAACACG Real-time quantitative PCR 
P12 GCAATGAAGATGCGACA 


外 侧 引 物 P3 (10 pmol/L)0. 5 uL, Master Mix 7. 5 
uL, KEK 5 pL。 反 应 程序 : 94°C 4 min; 94°C 
30 s, 55*C 30 s, 72C 150 s, 循环 25 次 。 第 三 步 是 
连接 接头 。 反 应 体系 仍 为 153 wl, HP MN PCR 
反应 液 2 kL， 接 头 引 物 P4 (10 umol/L)0. 5 uL, 
Master Mix 7.5 wuL， 灭 菌 水 $ kwL。 接 头 反 应 条 件 : 
94°C. 4 min; 94% 30 s, 42 30 s, 72°C 150 s, 循环 
8 次 。 最 后 一 步 为 内 侧 PCR 反应 , 反应 体系 25 pL, 
其 中 含 接头 反应 液 1 pL， 内侧 引物 PS 和 下 游 引物 
P6(10 umoV/L)% 1 uL, Master Mix 12.5 uL, KÑ 
水 9.5 pkL。 反 应 程序 : 94°C 4 min; 94°C 30 s, 55°C 
30 s, 72°C 90 s, 循环 40 次 ; 72°C 10 min, 
1.7 序列 拼接 及 全 序列 分 析 

用 DNASTAR 软件 包 中 的 EditSeq KFX TE RE 
测序 后 获得 的 PPO 基因 cDNA 核心 序列 、5'- 末 端 序 
列 及 3 -末端 序 列 进行 拼接 。 通 过 与 已 知 昆虫 PPO 
基因 序列 进行 比 对 , 分 析 拼 接 所 获得 序列 的 起 码 和 
终止 密码 , 然后 在 其 起 码 和 终止 密码 附近 重新 设计 
上 、 下 游 特异 引物 P7/AP8( 表 1) 扩 增 其 全 长 cDNA 
序列 , 并 测序 验证 已 获得 的 序列 是 否 为 两 种 色 型 黄 
粉 虫 幼 虫 的 PPO 基因 cDNA 全 序列 。 分 析 PPO 基 
cDNA 全 序列 的 碱 基 同 源 性 , 用 ORF Finder 查找 
其 开放 阅读 框 、 编 码 区 及 所 编码 的 氨基 酸 序 列 , 并 
对 其 所 编码 的 氨基 酸 序列 进行 ClustalW 比 对 。 同 
时 用 ExPASy Proteomics Tools 系统 中 的 SMART、 
InterProScan, ScanProsite、 Motif Scan, SignalP 和 


TMPred 分 析 编 码 蛋 日 中 的 特征 基 序 、 信 号 肽 序列 
和 跨 膜 区域 。 
1.8 推导 的 酚 氧 化 酶 原 和 蛋白 理 化 性 质 及 结构 预测 

用 SwissProt 数据 库 的 expasy/ProtParam， 对 推 
SH) PPO 和 蛋 日 氨基 酸 组 成 、 等 电 点 及 理论 分 子 量 进 
行 预 测 ; 用 ExPASy Proteomics Tools 系统 的 GOR 和 
Swiss-Model 对 推导 的 PPO 重 日 二 级 结构 及 三 级 结 
构 进 行 预测 。 
1.9 MAKER mRNA HRR ES PCR 
检测 

采用 实时 灾 光 定量 PCR (real-time qPCR ) XJ 
温 饲 养 (25 ~ 30%C) 和 42%C 下 骏 露 24h J£ 48 h 的 
黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 同 日 龄 幼虫 、 师 和 成 虫 的 
ppo mRNA 水 平 进行 检测 。 检 测 对 象 分 别 为 孵化 60 
d. f£ 6 d 和 羽化 15 d 的 幼虫 、 旺 和 成 虫 。 取 供 
试 昆虫 各 6 涉 , 于 液 氮 中 迅速 研磨 成 粉 ， 用 RNAiso 
Plus 提取 其 总 RNA。 提 取出 的 总 RNA 经 RNeasy 
Minielute Cleanup 试剂 盒 纯 化 后 , 用 紫外 分 光 光 度 
计 检 测 其 浓度 和 纯度 , 并 用 甲醛 变性 琼脂 糖 电 泳 检 
测 RNA 的 完整 性 。 取 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 、 晴 和 
成 虫 的 总 RNA 样品 各 1 uL, APPO RARES 
进行 PCR 扩 增 , 扩 增 产物 用 2% 琢 脂 糖 电泳 检测 ， 
根据 扩 增 结果 鉴定 RNA 样品 中 是 否 有 基因 组 DNA 
污染 。 将 检测 纯化 后 质量 合格 的 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 
虫 、 师 和 成 虫 总 RNA, FH PrimeScript® RT Reagent 
(Perfect Real Time) 反 转 录 成 第 一 链 cDNA, 保存 于 
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— 20°C 0K AE P FA 

用 SYBR® Premix Ex Taq™ II (Perfect Real 
Time) 进行 Real-time qPCR 反应 , 采用 25 uL 反应 
体系 , AMEK E PCR fX (105 Multicolor 
Real-Time Detection System, Bio-Rad) 中 完成 。 以 管 
家 基因 18S rRNA 为 内 参 基 因 , 分 别 设计 18S rRNA 
的 上 下 游 引物 P9/PIO 和 ppo 定量 PCR 引物 P11/ 
P12( 表 1)。 以 常温 人 饲养、 羽化 15 d 的 黄色 型 黄粉 
虫 成 虫 的 第 一 链 cDNA 为 模板 建立 PCR 标准 曲线 。 
将 反 转 录 后 的 cDNA 梯度 稀释 (0, 5, 10, 15, 20 和 
25 倍 ) 后 进行 定量 PCR 反应 , 每 种 浓度 重复 3 K, 
以 确定 最 佳 稀释 度 , 分 析 定 量 PCR 引物 的 扩 增 效 
率 。 通 过 融 解 曲线 分 析 和 2% TENE FIA, ， 确 
定 有 无 引物 二 聚 体 和 非特 异 扩 增 产物 。 在 优化 扩 增 
条 件 和 确定 扩 增 效率 的 基础 上 进行 。 目标 基因 ppo 
和 管家 基因 185 rRNA 采用 同一 热 循环 程序 ， 即 : 
95°C 变性 30 s; 95T 5 s, 60C 30 s, 40 个 循环 ; 
95T 15 s, 60C 30 s, 95C 15 s, ARG Real-time 
qPCR 获得 的 C, TH, 采用 比较 C, 法 计算 两 种 色 型 
黄粉 虫 不 同 发 育 阶段 ppo 的 相对 表达 量 ( Giulietti et 
al., 2001) 。 计 算 方法 如 下 : ppo mRNA 的 相对 表达 
量 ( 倍 ) = 29, 其 中 AAC, = AC, (样品 ) - AC, 
(对 照 ), AC,( 样 品 ) = 样品 中 ppo Bj C, - 18S rRNA 
的 C,, AC, CERE) = 对 照 品 中 ppo BJ C, — 18S rRNA 
的 C,; 以 常温 (25 ~ 30°C ) 饲养 的 黄色 型 黄粉 虫 成 
虫 (羽化 15 d) 为 对 照 品 。 每 样 重 复 Real-time qPCR 
实验 3 次 。 所 得 数据 采用 SPSS 17.0 的 独立 样本 t 
检验 法 进行 差异 显著 性 检验 并 用 Excel 作 图 。 


2 结果 与 分 析 


2.1 两 种 色 型 黄粉 虫 酚 氧 化 酶 原 基因 cDNA mE 
结果 和 序列 分 析 

运用 ppo 1937519, 通过 RT-PCR 法 从 黄 、 
两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 中 扩 增 出 符合 预期 大 小 的 2 个 
cDNA 片段 ,克隆 测序 表明 它们 的 长 度 均 约 为 840 
bp. BLAST 比 对 发 现 ,获得 的 2 个 cDNA HRS 
GenBank 数据 库 已 注册 的 黄粉 虫 T. molitor ppo 
cDNA (GenBank 登录 号 : AB020738 ) 的 碱 基 序 列 一 
致 性 均 为 99% , 与 赤 拟 合资 Tribolium castaneum ppo 
cDNA (GenBank 登录 号 : NM_001039433 ) 的 碱 基 序 
列 一 致 性 分 别 为 81% 和 80% 。 这 表明 , Mi, AM 
种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 中 所 获得 的 2 个 cDNA. 片段 是 黄 
WER ppo cDNA Fr Et, 


利用 已 获得 的 Tm-ppo cDNA 片段 序列 设计 5 
RACE fI 3’RACE 引物 ， 以 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 的 
总 RNA 为 模板 ,分别 进 行 5'RACE Al 3'RACE, 经 
死 隆 、 测 序 获 得 两 种 色 型 黄粉 虫 Tm-ppo cDNA 的 
5 -和 3 -末端 序列 。 利 用 EditSeq 软件 进行 序列 拼 
接 得 到 全 长 为 2 199 bp、 碱 基 序 列 一 致 性 为 99% 的 
2 个 Tm-ppo cDNA 序列 。BLASTn 同 源 性 搜索 表明 ， 
获得 的 这 2 个 全 长 cDNA 序列 与 已 知 昆 虫 Ppo cDNA 
碱 基 序 列 具 有 较 高 的 同 源 性 ,其 中 与 黄粉 虫 也 
molitor ppo cDNA (GenBank 登录 号 : AB020738 ) 和 
IWAK T. castaneum ppo cDNA (GenBank 登录 
号 :NM_001039433 ) 的 碱 基 序 列 一 致 性 分 别 为 99% 
和 81% 。 这 表明 , 从 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 中 
所 获得 的 2 个 全 长 cDNA. 序列 确 属 黄粉 虫 的 Tm-ppo 
基因 序列 。 

ORF 分 析 发 现 ， 获 得 的 2 个 黄粉 虫 Tm-ppo 
cDNA 序列 都 含有 一 个 2 055 bp 的 最 长 开放 阅读 
NE, 起 始 密码 和 终止 密码 分 别 为 ATG A TAG, 编码 
684 个 氨基 酸 。 它 们 所 编码 的 2 个 PPO EHAR 
序列 一 致 性 为 99% , 有 3 个 氨基 酸 差 异 : 第 176 位 
(P—4A). 256 位 (V 一 人 A) 和 648 位 (I—>M)( 图 1)。 
进一步 经 高 保 真 酶 PCR 验证 , 它们 的 碱 基 差 异 是 
真实 的 。 由 此 推测 ,从 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 
获得 的 2 个 Tm-ppo cDNA 序列 是 Tm-ppo 的 2 4-3 
构 体 ， 分 别 命 名 为 Tm-ppo-1 和 7Tm-ppo-2， 其 
GenBank 登录 号 分 别 为 IX987235 和 JX987234。 它 
们 编码 的 2 个 黄粉 虫 PPO 异 构 体 分 别 命 名 为 Tm- 
PPO-1 和 Tm-PPO-2, BLASTP 搜索 表明 ,Tm-PPO-1 
和 Tm-PPO-2 与 其 他 昆虫 PPO 的 氨基 酸 序列 同 源 性 
较 高 , 其 中 与 黄粉 虫 卫 molitor PPO (GenBank 登录 
+5: BAA75470) Al ZR LR. T. 
(GenBank 登录 号 : NP. 001034522) 的 氨基 酸 序 列 一 
致 性 分 别 为 99% 和 89% 。 

氨基 酸 序列 ClustalW 在 线 分 析 发 现 , Tm-PPO-1 
和 Tm-PPO-2 有 一 个 可 能 的 PPO 水 解 活化 位 点 (Rs 

~F ZA), 有 两 个 保守 的 铜 离子 结合 域 , 它们 分 
别 是 第 196 ~ 239 位 残 基 ( AYFREDLGINLHHWHWH 
LVYPFEAAREVVAKNRRGELFYYMHQQ) 和 第 344 
~411 位 残 基 (LGNMIESSILSPNRTFYGDMHNMGHYV 

FISYVHDPDHRHLESFGVMGDSATAMRDPIFYRWHS 
YIDDIF) , 每 个 铜 离 子 结合 域 有 3 个 高 度 保守 的 组 
氨 酸 残 基 , 它们 分 别 是 Has ,Hs 和 Hay 以 及 Has. 
Ha 和 Hiu (图 1)。 

此 外 ,，Tm-PPO-1 和 Tm-PPO-2 还 含有 一 个 类 似 


castaneum PPO 
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图 1 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 PPO 异 构 体 Tm-PPO-1 和 Tm-PPO-2 与 几 种 已 知 昆虫 PPO 的 氨基 酸 序列 ClustalW 分 析 


Fig. 1 Amino acid sequence comparison of the known PPO proteins from several insects with the PPO isoforms Tm-PPO-1 


and Tm-PPO-2 from yellow- and black-color varieties of Tenebrio molitor by ClustalW 


Tm-PPO-1: 黄色 型 黄粉 虫 ppo 基因 异 构 体 Tm-ppo-l 编码 的 PPO 异 构 体 Prophenoloxidase isoform encoded by Tm-ppo-1 (JX987235) from yellow- 
color variety of T. molitor; Tm-PPO-2; 黑色 型 黄粉 虫 ppo 基因 异 构 体 Tm-ppo-2 编码 的 PPO 异 构 体 Prophenoloxidase isoform encoded by Tm-ppo-2 
(JX987234) from black-color variety of T. molitor; Tm-PPO: 黄粉 虫 卫 molitor prophenoloxidase ( BAA75470) ; Am-PPO; 蜜蜂 Apis mellifera 
prophenoloxidase ( AA072539) ; Bm-PPO: 家 不 Bombyx mori prophenoloxidase subunit 2 ( BAA08369) ; Dm-PPO: fg 2h Drosophila melanogaster 
prophenoloxidase Al ( AAF57775). 右 侧 数字 表示 PPO 的 氨基 酸 残 基数 ; 星 号 表示 6 个 序列 中 完全 相同 的 氨基 酸 残 基 ; 冒号 表示 保守 性 蔡 换 ; 
点 号 表示 半 保 守 蔡 换 ; 短 竖 线 表示 Tm-PPO-1 和 Tm-PPO-2 的 差异 氨基 酸 ; 箭头 表示 可 能 的 酚 氧 化 酶 原水 解 活化 位 点 ; 保守 基 序 用 下 划 线 标示 
并 编号 ; 1- NAAR CuA 结合 位 点 、CuB 结合 位 点 、 类 似 硫 产 酸 酯 区 域 和 CAR RSF AEP; 方 框 表示 与 CuA 和 CuB 结合 的 6 个 保守 组 氨 


酸 残 基 。The number on the right is the number of amino acid residues of prophenoloxidase; the asterisk indicates the identical amino acid residues in all 





six sequences; the colon indicates conservative substitutions; the dot indicates semi-conservative substitutions; short vertical lines indicate the different 
amino acids; arrow shows a possible cleavage site for proteolytic activation of the enzyme; the conserved motifs are underlined and numbered; I- IV 


represent the copper binding site A, copper binding site B, the thiol ester region-like motif and conserved motif at the C-terminal end, respectively; and 








the 6 conserved His residues binding with CuA and CuB are boxed. 


6 期 WD XAR: 两 种 色 型 黄粉 虫 酚 氧化 酶 原 的 cDNA 克隆 、 生 物 信息 学 分 析 及 表达 水 平 检测 603 


的 mRNA 表达 规律 一 致 。 这 表明 ,黄粉 虫 不 同 发 育 
阶段 的 DPO 活性 变化 很 可 能 与 不 同 发 育 阶 段 Tm- 
pp 基因 的 差异 表达 有 关 。 另 有 研究 发 现 黑色 型 黄 
粉 虫 幼 虫 和 成 虫 血 淋巴 的 PO 活性 明显 大 于 黄色 型 
幼虫 和 成 虫 ( 芮 琢 等 , 2012b) ,与 本 研究 Tm-ppo 5 
构 体 在 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 幼虫 和 成 虫 中 的 
mRNA 表达 水 平 相 符 。PO 是 黑色 素 合 成 的 关键 酶 ， 
昆虫 体内 PO 活性 的 强 弱 直接 关系 到 其 体 壁 颜色 的 
深浅 。 由 此 推测 , 黄 、 黑 两 种 色 型 黄粉 虫 PPO 基因 
的 表达 差异 可 能 是 导致 这 两 种 色 型 黄粉 虫 幼 虫 和 成 
虫 PO 活性 差异 和 体 色 分 化 的 原因 。 但 PPO 只 是 
PO 的 前 体 , 本 身 没有 活性 。 因 此 要 弄 清 黄粉 虫 不 
同 发 育 阶段 PO 活性 变化 和 黄粉 虫 种 内 体 色 分 化 的 
真正 缘由 , 还 有 必要 进一步 对 黄粉 虫 的 不 同 发 育 阶 
段 和 不 同色 型 的 PPO 激活 系统 进行 比较 研究 。 

此 外 , KIGE E PCR 检测 发 现 环 境 温度 是 影 
啊 两 种 色 型 黄粉 虫 Tm-ppo 异 构 体 mRNA 表达 的 重 
要 环境 因子 。 与 常温 对 照 组 (25 ~30% ) 相 比 , 42°C 
ER 24 h 和 48 h 的 两 种 色 型 黄粉 虫 幼虫 、 晴 和 成 
HEN) Tm-ppo 异 构 体 mRNA 表达 量 均 明 显 下 调 。PO 
是 昆虫 体液 免疫 的 重要 组 分 ，PPO 表达 下 调 意 味 着 
其 体内 的 PO 活性 可 能 降低 ,进而 影响 其 对 外 源 病 
原生 物 的 免疫 防御 能 力 。 笔 者 在 多 年 的 养殖 实践 中 
发 现 , 气温 较 高 的 夏季 黄粉 虫 的 感 病死 亡 率 往往 较 
高 。 笔 者 推测 , 黄粉 虫 夏季 出 现 的 高 感 病 率 可 能 与 
高 温 导 致 的 包括 Tm-ppo 在 内 的 免疫 相关 基因 表达 
下 调 有 关 。 
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